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Resumen
La prehipertension es una enfermedad compleja donde interaccionan factores
genéticos y ambientales. ElI consumo excesivo de sodio es uno de los factores
ambientales que altera la presion arterial. El canal epitelial de sodio (ENaC)
localizado en el tubulo distal de los rifiones, es importante para la regulacion en la
absorcion de sodio a nivel renal y la regulacion de la presion arterial. Algunos
polimorfismos en los genes del ENaC, se han relacionado con la presion arterial en
estudios poblacionales. El objetivo de este estudio, fue evaluar la asociacién del
consumo de sodio con polimorfismos en los genes del ENaC y la presion arterial
alta en poblacion joven guerrerense. Metodologia. Se incluyeron 298 individuos,
agrupados en casos y controles, los cuales firmaron una carta de consentimiento
informado. La genotipificacion se realiz6 por la técnica de PCR-RFLP’s, los
rs2228576 en el gen SCNN1A, rs1799979 en el gen SCNN1B, rs5718 y rs4073291
en el gen SCNN1G. Para evaluar el consumo anual de alimentos entre ellos sodio
y potasio, se aplicd una encuesta, los datos fueron procesados en linea con el
software Nutrimind 2012. Resultados. Los valores del consumo de sodio analizado
por género, presento diferencias estadisticamente significativas (p<0.05). Los SNPs
(rs2228576; rs5718 y rs4073291) en el canal epitelial de sodio, cumplen con el
equilibrio de Hardy-Weinberg. Al analizar los datos, el porcentaje de hidratacién con
los genotipos del polimorfismo rs2228576 del gen SCNN1A, se observo diferencias
significativas (p=0.04) y tendencia a la elevacion en la variable de la PAS y colesterol
total. En la comparacion de la PAS con los portadores del genotipo G/G del SNP
rs4073291 del gen SCNN1G, se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05). Ademas, se observa un incremento en el porcentaje de
hidratacion, los niveles de colesterol total y el peso. Para el SNP rs5718 del gen
SCNN1G se observo diferencias significativas (p=0.005) en los portadores del
genotipo G/G con el porcentaje de hidratacion. El haplotipo AT de los SNPs rs5718
y rs4073291 en el gen SCNN1G fue del 44%, con un desequilibrio de ligamiento de
D’= 0.575. Conclusién. El consumo elevado de sodio se asocia con el alelo G del

SNP rs4073291 en el gen SCNN1G y la presion arterial alta. De acuerdo con los




criterios de la OMS, el consumo de sodio es superior al recomendado en la
poblacion guerrerense.
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Abstract

Prehypertension is a complex disease where genetic and environmental factors
interact. Excessive consumption of sodium is one of the environmental factors that
alters blood pressure. The sodium channel epithelial (ENaC) located in the distal
tubule of the kidneys is important for regulation in the absorption of sodium at the
renal level and regulation of blood pressure. Some polymorphisms in ENaC genes
have been related to blood pressure in population studies. The objective of this study
was to evaluate the association of sodium intake with polymorphisms in ENaC genes
and high blood pressure in young Guerrero population. Methodology. We included
298 individuals, grouped into cases and controls, who signed an informed consent
letter. Genotyping was performed by PCR-RFLP’s, rs2228576 in the SCNN1A gene,
rs1799979 in the SCNN1B gene, rs5718 and rs4073291 in the SCNN1G gene. To
evaluate the annual consumption of food including sodium and potassium, a survey
was applied, data were processed online with Nutrimind 2012 software. Results.
The values of sodium consumption analyzed by gender showed statistically
significant differences (p<0.05). The SNPs (rs2228576; rs5718 and rs4073291) in
the sodium epithelial channel, meet the Hardy-Weinberg equilibrium. When
analyzing the data, the percentage of hydration with the polymorphism genotypes
rs2228576 of the SCNN1A gene, significant differences (p=0.04) and tendency to
elevation in the variable of SBP and total cholesterol were observed. In the
comparison of SBP with the G/G genotype of the SNP rs4073291 of the SCNN1G
gene, statistically significant differences (p<0.05) were observed. In addition, there
is an increase in the percentage of hydration, total cholesterol levels and weight. For
the rs5718 SNP of the SCNN1G gene, significant differences (p=0.005) were
observed in the G/G genotype carriers with the percentage of hydration. The AT
haplotype of the SNPs rs5718 and rs4073291 in the SCNN1G gene was 44%, with
a linkage disequilibrium of D'= 0.575. Conclusion. Elevated sodium intake is
associated with the G allele of the SNP rs4073291 in the SCNN1G gene and high
blood pressure. According to WHO criteria, sodium intake is higher than that
recommended in the Guerrero population. Keywords: ENaC, SNPs, Sodium, blood

pressure.




Introduccién

La alta incidencia de casos de hipertension dio la pauta para la introduccion del
concepto de prehipertensién por la INC-7, esto con la finalidad de intentar evitar la
progresion y desarrollo de la hipertensién (Chobanian et al., 2003). La frecuencia de
hipertension en Latinoamérica es del 26-42% (Sanchez et al., 2010), en México es
del 30.8% (Barquera et al.,, 2010) y en el estado de Guerrero es del 13.5% en
mayores de 20 afios, ubicandose por abajo de la media nacional (15.9%) ENSANUT
2012 (Olaiz et al., 2006). Para el 2025, el nimero de adultos con hipertension a nivel

mundial sera de 1.56 mil millones (Kearney et al., 2005).

La presion arterial es regulada por el gasto cardiaco y la resistencia vascular
periférica (Guyton & Hall., 2011), cuando existe una disfuncion endotelial debida a
una pérdida de factores relajantes como el O6xido nitrico (NO), el factor
hiperpolarizante del endotelio (EDHF) y factores vasoconstrictores como
endotelinas, se puede presentar la hipertensién (Wagner-Grau., 2010). Esta, es una
enfermedad progresiva y compleja, donde interaccionan factores genéticos y
ambientales (Doaei & Gholamalizadeh., 2014). El sodio es un elemento comun
utilizado en los alimentos como cloruro de sodio, con la finalidad de dar sabor a la
mayoria de los alimentos (Felder et al., 2013; Kotchen et al., 2013), su excesivo
consumo, se ha relacionado con el aumento de la presion sanguinea y las
enfermedades cardiovasculares (Ardiles and Mezzano., 2010; Rodriguez., 2006;
Sanada et al., 2011; Zhao et al., 2011). El sodio es un ion esencial (Kotchen et al.,
2013) importante para la osmolaridad y el volumen del liquido extracelular (Busst.,
2013). La hidratacion corporal, permite el mantenimiento y regulacion del liquido
intracelular en el cual ocurren los procesos celulares; por tanto, el cuerpo se
esfuerza en mantener el ambiente i6nico estable. (Grandjean et al., 2004; Lavizzo-
Mourey et al., 1988). En la deshidratacion, las células se adaptan a la presion
osmotica externa, a través de la acumulacion de iones inorganicos de bajo peso
molecular como el sodio (Haussinger., 1996). En dicho proceso, se ve implicado el
canal epitelial de sodio (ENaC), el cual se encarga de la reabsorcion de agua y sodio

en el tabulo distal de las nefronas (rifidn), en el colon y pulmones (Bhalla and




Hallows., 2008; Butterworth., 2010; Doaei and Gholamalizadeh., 2014; Loffing and
Korbmacher., 2009). EI ENaC es selectivo para Na*y Li*, esta constituido por cuatro
subunidades (2a, B, Y), cada subunidad tiene dos segmentos de extensién
transmembrana (M1 y M2), con dominios amino (NH2) y carboxilo (COOH)
intracelulares, dejando un gran lazo hidrofilico extracelular, el canal es regulado por
aldosterona e inhibido por amilorida (Kellenberger et al., 1999; Soundararajan et al.,
2010; Warnock et al., 2014). Cada subunidad, tiene un papel importante en su
regulacion, apertura, densidad y conduccion de sodio (Staub et al., 2000; Zhou et
al., 2007). El gen SCNN1A, esté localizado en el locus 12pl13 codifica para la
subunidad a (alfa 1), los genes SCNN1B y SCNN1G, se localizan en el locus 16p12
y codifican para las subunidades B (beta 1) y y (gamma 1) (Busst., 2013, Yang et
al., 2014). Se han relacionado algunos desordenes de la presién arterial con
polimorfismos en los genes que codifican para las subunidades del ENaC (Sanada,
Jones & Jose., 2011). El objetivo de este estudio fue evaluar la relacién del consumo
de sodio con los SNPs rs2228576, rs1799979, rs5718, rs4073291 de las
subunidades alfa, beta y gamma del canal epitelial de sodio con la presion arterial

alta.




Material y métodos
Sujetos de estudio y evaluacion clinica

La sede del estudio fue el Laboratorio de Investigacién en Obesidad y Diabetes
(FCQB-UAG), en el mismo se incluyeron 298 individuos de 19-22 afios, originarios
del Estado de Guerrero, los cuales se agruparon en 95 prehipertensos (120-139/80-
89 mm/Hg) y 203 normotensos (<120/80 mm/Hg), de acuerdo a los criterios de la
JNC 7 (Seventh Report of the Joint National Committee on Prevention, Detection,
Evaluation, and Treatment of High Blood Pressure), se les determiné el peso (kg),
indice de masa corporal (IMC) y el porcentaje de hidratacion, con el analizador de
la composicion corporal MC 780 U (TANITA), la talla con un estadimetro portatil
(Seca 240, Hamburgo, Alemania) y la presion arterial con el esfingomandémetro
digital (HEM-712C, Omron). Mediante una encuesta, se determiné el consumo anual
de alimentos, de sodio y de potasio, los datos fueron procesados en linea con el
software Nutrimind 2012 (anexo 1). Los participantes firmaron un consentimiento

informado (anexo 2).
Mediciones bioquimicas

Se determind glucosa, colesterol, triglicéridos, con kits (Spinreact), utilizando el
aparato automatizado Mindray B-200.

Genotipificacion de los polimorfismos

Se obtuvo ADN de leucocitos de sangre periférica, mediante la técnica de Miller
modificada (Miller et al., 1988). Por la técnica de PCR-RFLPs, se identificaron los
polimorfismos: rs2228576 del gen SCNN1A, rs1799979 del gen SCNN1B y rs5718,
rs4073291 del gen SCNN1G en el canal epitelial de sodio.

Condiciones de PCRy RFLP para el SNP rs2228576 del gen SCNN1A.

La mezcla de reaccion se realizé en un volumen final de 10 ul, en donde se le
adicion6 1.0 mM de cada iniciador (sentido 5-ATC TCC AGG GGG CTC TGC AG Yy
anti sentido 5’-CCT GCA CAT CCT TCA ATC TTG), 0.2 mM de dNTP’s, 1.5 mM
MgClz, 0.1 U de Tag DNA polimerasa y 1X de buffer de PCR (Invitrogen, Waltham,




MA, USA) y 100 ng de ADN. La amplificacion se realizé en un termociclador (Veriti
96-WellApplied Biosystems, Carlsbad, CA USA), bajo las siguientes condiciones:
desnaturalizacion inicial 94°C 5 min, 30 ciclos de (95°C /30 s, 57°C /30 s, 72°C /30
s) y extension final a 72°C 3 min, obteniendo un producto de 143 pb. Los productos
de PCR se sometieron a restriccion con la enzima Acil (New England Biolabs,
Beverly, MA, USA) por 3 hrs a 37°C, generando un patron de restriccion para el
genotipo G/G, 110, 33 pb; G/A, 143, 110y 33 pb y 143 pb para A/A. El patron de

restriccion se visualizé en geles de poliacrilamida al 6% tefiido con nitrato de plata.
Condiciones de PCRy RFLP para el SNP rs1799979 del gen SCNN1B.

La mezcla de reaccion se realizé en un volumen final de 10 ul, en donde se le
adicion6 1.0 mM de cada iniciador (sentido fue 5-TGC CTC ATC GAG TTT
GGGGAG vy el anti sentido 5-GAC GCA GGG GTC ATA GTT GG), 0.2 mM de
dNTP’s, 1.5 mM MgClz, 0.1 U de Taq DNA polimerasa y 1X de buffer de PCR
(Invitrogen, Waltham, MA, USA) y 100 ng de ADN. La amplificacion se realizé en
termociclador (Veriti 96-WellApplied Biosystems, Carlsbad, CA USA), bajo las
siguientes condiciones, desnaturalizacion inicial 94°C 5 min, 30 ciclos de (95°C /30
s, 57°C /30 s, 72°C /30 s) y extension final a 72°C 3 min, obteniendo un producto de
267 pb. Los productos de PCR se sometieron a restriccion con la enzima Nlall (New
England Biolabs, Beverly, MA, USA) a 37°C por 3 hrs, generando un patrén de
restriccion para el genotipo C/C, 267 pb; C/T, 267, 173y 94 pby 173 y 94 pb para
T/T. El patron de restriccion, se visualizd en geles de poliacrilamida al 6% tefiido

con nitrato de plata.
Condiciones de PCRy RFLP para el SNP rs4073291y rs5718 del gen SCNN1G.

Para el polimorfismo rs4073291 el iniciador sentido fue 5-AGG AGG CTT CCAAGC
TTA TGA TG y el anti sentido 5’-TAG CAT CAT TTT GAT GGT GTT C. La mezcla
de reaccion se realizé en un volumen final de 10 pul, adicionando 1.0 mM de cada
iniciador, 0.2 mM de dNTP’s, 1.5 mM MgClz, 0.1 U de Taq DNA polimerasa, buffer
de PCR 1X (Invitrogen, Waltham, MA, USA) y 100 ng de ADN. La amplificacion se
llevo a cabo en un termociclador (Veriti 96-WellApplied Biosystems, Carlsbad, CA
USA), con las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial 94°C 5 min, 30 ciclos




de (95°C /30 s, 57°C /30 s, 72°C /30 s) y extension final a 72°C 3 min, obteniendo
un producto de 165 pb. Los productos de PCR se sometieron a digestion con la
enzima Bfal (New England Biolabs, Beverly, MA, USA) a 37°C por 3 hrs, generando
un patron de restriccion para el genotipo T/T, 139, 23y 3 pb, G/T,165, 139, 23y 3
pb y 165 pb para G/G. La deteccion del patrén de restriccion generado se visualizo

en geles de poliacrilamida al 6% tefiido con nitrato de plata.

Para el polimorfismo rs5718, el iniciador sentido fue 5’-ACT GCG CGG TGG CCC
AGG A y el anti sentido 5-CCA CCT GCC CAG GTG CTT TC. La mezcla de
reaccion se realizé en un volumen final de 10 pl, adicionando 1.0 mM de cada
iniciador, 0.2 mM de dNTP’s, 1.5 mM MgClz, 0.1 U de Taq DNA polimerasa, buffer
de PCR 1X (Invitrogen, Waltham, MA, USA) y 200 ng de ADN. La amplificacién se
llevé a cabo en un termociclador (Veriti 96-WellApplied Biosystems, Carlsbad, CA
USA), con las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial 94°C 5 min, 35 ciclos
de (94°C /1 min, 66°C /1 min, 72°C /1 min) y extension final a 72°C 5 min, obteniendo
un producto de 144 pb. Los productos de PCR se sometieron a digestién con la
enzima Bbsl (New England Biolabs, Beverly, MA, USA) a 37°C por 3 hrs, generando
un patrén de restriccion para el genotipo A/A, 144 pb; A/G, 144, 119 pby 119y 25
pb para G/G. La deteccion del patrén de restriccién generado se visualizé en geles

de poliacrilamida al 6% tefiido con nitrato de plata.
Analisis estadistico

Para las variables cuantitativas simétricas se obtuvieron medias y desviaciones
estandar, la comparacion entre grupos se realizé con la prueba t de Student. En las
variables cuantitativas no simétricas, se obtuvieron medianas y rangos
intercuartiles, la comparacion entre grupos se realizé con la prueba de Mann
Whitney; se obtuvieron las frecuencias absolutas y relativas para las variables
cualitativas y la comparacion entre grupos se realizé6 mediante la prueba estadistica
de Ji cuadrada (X?). Se determinaron las frecuencias genotipicas y alélicas de los
SNP’s por conteo directo y se calculé el equilibrio de Hardy-Weinberg. Se realizaron
modelos de regresion lineal y logistica para determinar la interaccién del consumo

de sodio con los SNP’s y la presion arterial alta. Se consider6 un valor p<0.05 como




estadisticamente significativo. Se calculdé la frecuencia de los haplotipos y el

desequilibrio de ligamiento (DL), con el software SHEsis en linea.
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Resultados

En el presente estudio se incluyo un total de 298 individuos estratificados en casos
y controles. De los parametros clinicos, bioquimicos y nutricionales, determinados
en los grupos de estudio en poblacion guerrerense, el género, peso, talla, IMC,
glucosa, colesterol y la presion arterial sistélica, diastélica, tuvieron diferencias
significativas (p<0.05). Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas, bioguimicas de la poblacién guerrerense.

. Casos Controles

Variables n=95 n=203 p
Edad 2 21 (19-22) 20 (19-22) 0.33
Género

Mujer 25 (26) 144 (71) <0.001**

Hombre 70 (74) 59 (29)
Peso (kg) 2 65.9 (56-74.1) 55.5 (50.4-60.4) <0.001**
Talla (cm)2 162.5 (157-170.6) 155.5 (175-163) <0.001**
IMC (kg/m?) 2 24.7 (21.3-26.6) 21.7 (20.4-23.4) <0.001**
Glucosa (mg/dL) 2 85 (78-94) 84 (76-90) 0.01
Colesterol total (mg/dL) 2 157 (132-180) 121 (75-168) <0.001**
Triglicéridos (mg/dL) @ 103 (74-141) 122 (83-154) 0.08
PAS (mmHg)? 127 (123-131) 104 (99-109) <0.001**
PAD (mmHg) P 78 £9.5 66.3 +7.8 <0.001**

IMC indice de masa corporal; PAS presion arterial sistélica; PAD presion arterial diastolica. @ Datos
proporcionados en medianas (percentil 25-75),*Prueba de Wilcoxén. P Datos proporcionados en
medias y DE; **Prueba t-Student.

Se determind el consumo de sodio, potasio y el porcentaje de hidratacion, en la

poblacién estudiada.

El consumo de sodio en los hombres fue de 3.3 g. Al analizar por género entre casos
y controles, se observaron diferencias estadisticamente significativas (p<0.01) en el
consumo de sodio. Mientras que para el porcentaje de hidratacion, solo en los
hombres, se observaron diferencias estadisticamente significativas (p=0.001),
siendo del grupo control los que tuvieron un mayor porcentaje de hidratacion. Tabla
2.
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Tabla 2. Promedio de sodio, potasio y porcentaje de hidratacién de la poblacion.

Mujer Hombre
Caso | Control Caso | Control
Consumo de Sodio (g) @ 15 2.2 1.8 3.3
(1.0-2.1) (1.4-3.5) (1.4-2.5) (2.0-4.2)
p= 0.007** p <0.01**
Consumo de Potasio (g) @ 2.4 2.4 2.4 3.0
(1.5-3.4) (1.9-3.2) (1.8-3.3) (2.0-3.1)
p=0.70 p=0.56
Hidratacion (%) 2 545 545 58.2 62.4
(51-58.2) (51.8-58.1) (55-61.2) (57.6-64.5)
p=0.95 p=0.001**

aDatos proporcionados en medianas (percentil 25-75); prueba de Wilcoxén. Datos del promedio de
ingesta de consumo diario, en gramos. ** p<0.05

Frecuencias genotipicas y alélicas

La frecuencia de genotipos para el polimorfismo rs2228576 del gen SCNN1A, fueron
para el homocigoto G/G del 35%, para el G/A del 52% y 13% para el homocigoto
A/A, el alelo mas frecuente fue G con un 61%. En el andlisis de las frecuencias
genotipicas y alélicas entre los grupos de estudio, no se observan diferencias
(p>0.05). Tabla 3.

Para el polimorfismo rs1799979 del gen SCNN1B, se observo al genotipo C/C en

un 100%, asi como al alelo C con un 100%. Tabla 3.

Para el polimorfismo rs5718 del gen SCNN1G, fue del 75% para el homocigoto A/A,
24% para el heterocigoto G/A y 1% para el homocigoto G/G, el alelo mas frecuente
fue el A con un 87%. En el andlisis de las frecuencias genotipicas y alélicas, no se

observan diferencias significativas (p>0.05). Tabla 3.

Para el polimorfismo rs4073291 del gen SCNN1G, fueron del 30% para el
homocigoto T/T, el 56% para el heterocigoto T/G y el 14% para el homocigoto G/G,
el alelo mas frecuente fue el T con un 58%, En el andlisis de las frecuencias
genotipicas y alélicas entre los grupos de estudio, se observaron diferencias
significativas (p<0.05) con la presion arterial sistolica elevada. Las personas
portadoras del alelo G y del genotipo G/G, tienen un OR= 1.7 ICo5% (1.2 - 2.4); y 3.4
ICos% (1.5 - 7.7), respectivamente, ambos presentan un aumento en su presion

arterial. Tabla 3.
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Con excepcién del polimorfismo rs1799979 en el gen SCNN1B, todos los SNPs
cumplen con el equilibrio de Hardy-Weinberg.
Tabla 3. Distribuciéon de las frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos

rs2228576 del gen SCNN1A, rs1799979 del gen SCNN1B y rs5718, rs4073291 del
gen SCNN1G del canal epitelial de sodio (ENaC), en la poblacién del Estado de Guerrero.

Casos Controles
Gen n=95 (%) n=203 (%) OR [Cos% p
SCNN1A G>A
Genotipo
G/G 30 (32) 63 (35) 1
G/A 40 (43) 94 (52) 0.9 (0.49-1.60) 0.7*
A/A 23 (25) 23 (13) 2.1 (0.96-4.60)  0.04*
Alelo
G 100 (54) 220 (61)
A 86 (46) 140 (39) 1.35 (0.93-1.96) 0.09*
SCNN1B C>T
Genotipo
C/C 94 (99) 200 (100)
cIT 1(1) 0(0) 0.32**
TIT 0(0) 0(0)
Alelo
C 189 (99) 402 (100) - - 0.96*
T 1(1) 0(0)
SCNN1G G>A
Genotipo
G/G 4 (5) 21 1
G/A 21 (25) 37 (24) 0.28 (0.02-2.22) 0.15**
A/A 60 (70) 118 (75) 0.25 (0.02-1.85)  0.09*
Alelo
G 29 (17) 41 (13) 1
A 141 (83) 273 (87) 0.73 (0.42-1.27) 0.23*
SCNN1G T>G
Genotipo
TIT 17 (18) 60 (30) 1
TIG 50 (53) 112 (56) 1.58 (0.81-3.17)  0.15*
GIG 28 (29) 29 (14) 3.41 (1.51-7.73) 0.001*
Alelo
T 84 (44) 232 (58)
G 106 (56) 170 (42) 1.7 (1.20-2.48) 0.002*

Los datos mostrados son % de frecuencias obtenidos por conteo directo, valor de p por prueba de
X2 (*) y exacta de Fisher (**). ICgs%, indice de confianza del 95%.
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En la comparacion entre los parametros clinicos, bioquimicos con los genotipos del
polimorfismo rs2228576 del gen SCNN1A. En las variables de género y el
porcentaje de hidratacion, se observaron diferencias significativas (p<0.05).
Ademas, se observa una tendencia a la elevacion de los niveles en las variables de
colesterol total y presion arterial sistolica, en los portadores del genotipo A/A. Tabla
4,

Tabla 4. Comparacion de los pardmetros clinicos, bioguimicos con los genotipos del
polimorfismo rs2228576 del gen SCNN1A, en la subunidad alfa en el canal epitelial de

sodio.
Genotipos
Variables GIG G/A AlA p

Género*

Femenino 62 (41) 69 (45) 21 (14) 0.01

Masculino 31 (25) 65 (53) 26 (21)
Peso (kg)** 58.3 (52.3-64.9) 57.2 (51.1-65.7) 59.6 (52.3-65.6)  0.75
Talla (cm)** 159 (153-166.5) 158 (142.5-166.5) 159 (149-164.3)  0.16
IMC (kg/m?2)** 22.5(20.8-24.5) 22 (20.4-24) 23 (20.8-24.7) 0.46
Glucosa (mg/dL)** 85 (79-91) 84.5 (77-92) 85 (78-91) 0.93
Colesterol total(mg/dL)** 138 (81-176) 140.5 (90-180) 152 (107-171) 0.80
Triglicéridos (mg/dL)** 119 (79-155) 111 (76-146) 108 (80-144) 0.73
PAS (mmHg)** 107 (102-122) 111 (103-122) 119 (103-127) 0.13
PAD (mmHg)** 70 (64-76) 69 (63-76) 70 (64-78) 0.65
Hidratacion (%) ** 55.3 (51.8-59.1) 57.1 (53.3-61.2) 57.5 (52.7-61) 0.04

* Datos proporcionados por n y percentiles. Prueba de X2. **Datos proporcionados en medianas y
percentil 25 y 75. Prueba de Kruskal-Wallis. IMC (indice de masa corporal), PAS (presion arterial
sistdlica), PAD (presion arterial diastélica).

En la comparacion de los genotipos del polimorfismo rs1799979 en el gen SCNN1B,
con los parametros clinicos y bioquimicos de la poblacion, no se observaron

diferencias significativas (p>0.05) (datos no mostrados).

En el andlisis de los parametros clinicos y bioquimicos con los genotipos del
polimorfismo rs5718 del gen SCNN1G, en el porcentaje de hidratacion se
observaron diferencias significativas (p=0.005); donde los portadores del genotipo
G/G tienen un porcentaje mayor de hidratacion. Ademas, se observan valores

incrementados en las variables de peso, talla, triglicéridos y PAS. Tabla 5.
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Tabla 5. Comparacién de los pardmetros clinicos, bioquimicos con los genotipos del
polimorfismo rs5718 del gen SCNN1G de la subunidad gamma en canal epitelial de sodio

(ENaC).
Variables Genotipos p
GIG G/A A/A

Género*

Femenino 1(1) 33(23) 107 (76) 0.10

Masculino 5(5) 25 (24) 72 (71)
Peso (kg) ** 63.4 (58.8-65.9) 59.9 (53.2-68.9) 56.8 (51-62.2) 0.08
Talla (cm) ** 167 (160-170) 160.3 (152-170) 159 (152-165.5)  0.13
IMC (kg/m?) ** 22.35(20.9-24.3) 22.5(21.2-24.6) 22.4(20.6-24.1) 0.74
Glucosa (mg/dL) ** 82 (74-91) 84 (76-90) 86 (79-93) 0.17
Colesterol total (mg/dL)** 150 (141-255) 137 (79-175) 151 (111-181) 0.20
Triglicéridos (mg/dL) ** 146.5 (120-176) 106 (66-141) 103 (76-147) 0.38
PAS (mmHg) ** 122 (119-125) 111.5 (103-123) 110 (102-123) 0.38
PAD (mmHg) ** 64 (61-78) 69 (65-77) 71 (64-77) 0.79
Hidratacion (%)** 62.4 (60.1-63.9) 55 (51.8-58.4) 56 (52.7-60.7) 0.005

* Datos proporcionados por n y percentiles. Prueba de X2, **Datos proporcionados en medianas y
percentil 25 y 75. Prueba de Kruskal-Wallis. IMC (indice de masa corporal), PAS (presion arterial
sistdlica), PAD (presion arterial diastélica).

En el analisis de los parametros clinicos y bioquimicos con los genotipos del

polimorfismo rs4073291 del gen SCNN1G, se observan diferencias significativas

(p=0.03) en la PAS, donde los portadores del genotipo G/G tienen una PAS mayor.

Se observa también una tendencia a la elevacion de las variables de peso,

colesterol total y el porcentaje de hidratacion. Tabla 6.
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Tabla 6. Comparacién de los genotipos del polimorfismo rs4073291 del gen SCNN1G del

canal epitelial de sodio (ENaC) y los parametros clinicos, bioquimicos.

Variables Genotipos
TIT TIG GIG p
Género*

Femenino 48 (28) 96 (57) 25 (15)

Masculino 30 (23) 66 (52) 32 (25) 0.08
Peso (kg)** 55.9 (51.5-61.6) 58.1 (53.1-65.3)  58.7 (50.7-67.4)  0.45
Talla (cm) ** 157 (146-164) 159 (147-166.5)  158.5(152-167)  0.35
IMC (kg/m?2) ** 22.05(20.7-23.8)  22.55(20.6-24.2)  22(20.5-24.7)  0.78
Glucosa (mg/dL)** 83.5 (76-91) 85 (78-91) 84 (78-90) 0.56
Colesterol total (mg/dL)** 127.5 (79-166) 141 (79-173) 143 (111-189) 0.11
Triglicéridos (mg/dL)** 122.5 (78-149) 112.5 (80-153) 118 (82-162) 0.72
PAS (mmHg)** 106.5 (101-117) 109 (102-122) 119 (104-126) 0.03
PAD (mmHg)** 69 (64-76) 69 (63-76) 71 (65-78) 0.57
Hidratacion (%)** 55.85 (53.1-60.7)  56.15(52.2-60.8) 57.8 (54.9-60.8)  0.33

*Datos proporcionados por n y percentiles. Prueba de X2. **Datos proporcionados en medianas y
percentil 25 y 75. Prueba de Kruskal-Wallis. IMC (indice de masa corporal), PAS (presion arterial
sistdlica), PAD (presion arterial diastélica).

Para evaluar el efecto de los genotipos de los polimorfismos estudiados con el
consumo de sodio, se hizo un modelo de regresién logistica. El modelo se ajusté
por edad, género, IMC y el consumo de potasio. So6lo para el SNP rs4073291 del
gen SCNN1G, el genotipo G/G refirié un OR de 5.06, (ICos5% 1.7 - 14.5; p =0.003).
Tabla 7.

Tabla 7. Relacion de los polimorfismos rs2228576 del gen SCNN1A y rs5718,
rs4073291 del gen SCNN1G del canal epitelial de sodio (ENaC), con el consumo de

sodio.
Polimorfismo Genotipo OR [Cos9% p
G/G 1.00
SCGN:IA\lA G/IA 0.62 0.26-1.43 0.26
A/A 1.74 0.65-4.62 0.26
TIT 1.00
SCTI\LI\(;lG T/IG 1.97 0.82-4.71 0.13
G/G 5.06 1.76-14.57 0.003
G/G 1.00
SCG'\L'\EG GI/A 0.33 0.04-3.02 0.33
A/A 0.42 0.05-3.47 0.42

Modelo de regresion logistica, ajustado por el consumo por la edad, género, IMC y consumo de potasio.

16

——
| —



Se realiz6 un modelo de regresion logistica, para evaluar el efecto de los genotipos.
El polimorfismo que nos refirio riesgo fue el rs4073291 del gen SCNN1G, con el
consumo de sodio elevado (>2 g). Los individuos que consumen mas de 2 g de
sodio y son portadores del genotipo G/G, tienen tres veces mayor riesgo de que
aumente su presion arterial. Tabla 8.

Tabla 8. Modelo de interaccion del consumo de sodio y los genotipos del polimorfismo
T>G (rs4073291) del gen SCNN1G del canal epitelial de sodio (ENaC).

Genotipo OR [Cos% p
TIT 1.00 Referencia -
T/IG 1.48 0.78-2.84 0.229
G/G 3.08 1.42-6.70 0.004

Modelo de regresion logistica, ajustado por consumo de sodio.
Haplotipos

De los polimorfismos rs5718 y rs4073291 en el gen SCNN1G, de la subunidad
gamma del canal epitelial de sodio, se infirieron las frecuencias de los haplotipos
mediante el software SHEsis (en linea), estratificando a la poblacién estudiada en
casos y controles. Se observa una frecuencia del 43.4% para el haplotipo AG,
mientras que para el haplotipo GG la frecuencia es del 2.3%. Cuando se analizan
las frecuencias inferidas entre los grupos de estudio, en el haplotipo AG y AT, se
observan diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) con ORs de 1.47
(IC95% 1.01 - 2.13) y 0.65 (IC95% 0.44 - 0.95), respectivamente. Tabla 9.

Tabla 9. Distribucién de las frecuencias de haplotipos a partir de los polimorfismos rs 5718
y s 4073291 del gen SCNN1G en la poblacién del Estado de Guerrero.

Haplotipos Casos Controles OR ICg5% p
rs 5718 rs 4073291 n=95 n=203
A G 0.521 0.434 1.47 (1.01-2.13) 0.042
A T 0.336 0.442 0.65 (0.44-0.95) 0.02
G T 0.109 0.101 1.01 (0.61-1.98) 0.10
G G 0.034 0.023 - -

Asi también, se determiné el desequilibrio de ligamiento (DL) entre los SNPs rs5718
y rs4073291, en el gen SCNN1G de la subunidad gamma en el canal epitelial de
sodio, D’ = 0.575.
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Figura 1. Desequilibrio de ligamiento para los dos SNPs rs5718 y rs4073291 del gen

SCNN1G. Programa SHEsis, version win 32. (Valores de DL: D’<0.33 bajo, D’ 0.33-0.5
moderado y D’ >0.5 - 1.0 alto).
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Discusion
La prehipertension es una etapa previa al desarrollo de la hipertension, entre el 80-
95% de los casos son reportados con hipertension, donde los factores genéticos y
ambientales estan implicados. (Busst., 2013). El sodio se ha considerado como el
principal cation extracelular y un factor ambiental implicado en la alteracion de la
presion arterial (Adrogué and Madias., 2007; Doaei and Gholamalizadeh., 2014). Su
consumo elevado, incrementa el riesgo cardiovascular (Hironobu et al., 2011),
provoca enfermedades renales, resistencia a la terapia anti hipertension y algunas

complicaciones secundarias de la enfermedad (Sanada et al., 2011).

En el presente trabajo, se observaron diferencias estadisticamente significativas en
los pardmetros clinicos, bioquimicos entre los casos y controles, en las variables de
género, peso, talla, IMC, glucosa, colesterol total, presion arterial sistélica y
diastolica. En cuanto a la diferencias de presion arterial, tanto sistdlica como
diastolica, éstos fueron parametros que se consideraron para participar en el
estudio, ademas del IMC y la edad. En la variable de género, el 74% de los casos
son hombres. Con relacion a la prevalencia de hipertension, las mujeres en etapa
adulta temprana suelen tener niveles de presion arterial sistélica mas bajos que los
hombres y por consecuencia, los casos de hipertension son menos comunes en
mujeres jovenes, sin embargo esta incidencia disminuye después de la sexta
década de vida, durante la menopausia (Oparil and Miller., 2005), debido a que a
las hormonas sexuales se les ha atribuido proteccion contra la hipertension, en
mujeres de edad joven y durante la menopausia se ven alteradas. (Lomeli, Catalina,
et al., 2008).

Las variables de peso, talla e IMC, se encontraron elevados en individuos con
presion arterial alta, cabe mencionar que el IMC, se obtiene dividiendo el peso entre
la talla al cuadrado. Dichos parametros estan intimamente relacionados con la
presion arterial, el aumento de peso parece ser un factor de riesgo importante para
la elevacion de la presion arterial (Landsberg et al., 2013). Esto se debe a que a
mayor masa muscular y/o masa grasa, habra un mayor bombeo de sangre para

permitir la irrigacién adecuada a todos los 6rganos y como consecuencia la presiéon
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arterial aumenta. Estudios en personas hipertensas, han demostrado que con una
pérdida de peso modesta, los niveles de presion arterial disminuyen. Sin embargo,
los mecanismos moleculares especificos no estdn descritos completamente.
(Mertens and van Gaal., 2000).

Los parametros de glucosa y colesterol, se encontraron incrementados en los casos,
se ha observado que la insulina ademas de sus efectos relacionados con el ingreso
de glucosa a las células musculares, adiposas y cardiacas, se le ha atribuido efectos
vasodilatadores mediados por la estimulacion de la liberacion del éxido nitrico (NO).
En las anomalias relacionadas a la secrecion de insulina, la liberacion de NO podria
contribuir a la funcion vascular alterada y al desarrollo de la hipertension en estados
resistentes a la insulina. (Scherrer et al., 1994). La disfuncién en la vasodilatacion,
contribuye al aumento de la presion arterial y a alteraciones cardiovasculares (Saad
et al., 2004; Zhou et al., 2012). En el caso del colesterol elevado, se sabe que a
mayor concentracién existe una mayor tendencia a la formacién de la placa
arteriosclerotica, resultando en un estrechamiento y endurecimiento de las arterias
y con ello el aumento de la presién, pudiendo ser esta una de las causas a largo

plazo del desarrollo y progresion de la hipertension. (Rahmouni et al., 2005).

En el andlisis del consumo de sodio, potasio y el porcentaje de hidratacién en la
poblacién de estudio, se encontré que el consumo medio de sodio en mujeres es
2.2 g y en los hombres es de 3.3 g, esto probablemente se debe a que
anatémicamente existen diferencias; la densidad de las papilas fungiformes y las
células de las papilas gustativas es mayor en mujeres, lo que provoca que tengan
una mayor percepcion al gusto (Bartoshuk et al., 1994) y al ser mas perceptibles al
sabor salado, su preferencia se ve disminuida y el umbral del sabor salado es menor
(Noh et al., 2013). También, se ha observado que los habitos alimenticios, la
actividad fisica, etc., ha hecho que los hombres consuman una mayor cantidad de
sodio. (Ortega et al., 2011). De acuerdo a lo recomendado por la OMS en el 2013,
la ingesta diaria minima de potasio debe de ser de 3.5 g/dl, sin embargo en ambos
grupos de la poblacion de estudio se encontré que se ingieren porciones bajas de

este mineral. El consumo de grandes cantidades de comidas rapidas, chatarra y
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pequefias porciones de vegetales y frutas, han hecho que sean un factor atribuible
para el desarrollo de la hipertension. (Zehnder., 2010). En pacientes hipertensos, el
consumo de frutas y vegetales, mejora la disfunciébn endotelial y cardiovascular
(McCall et al., 2009). A nivel celular, la restriccion de potasio hace que el sodio del
fluido extracelular se retenga en la célula, para mantener su tonicidad y volumen,
esto con la finalidad de que la concentracion de sodio intracelular sea mayor en una
proporcién 2:3, es decir de 30-70 mEgl/L. Cuando existe un déficit, la relacién
presidn-natriurésis y la despolarizacion de la membrana celular, se ven alteradas.
(Zarate and Valenzuela., 2012). La media del porcentaje de hidratacion en la
poblacion de estudio, fue mayor en hombres (60.3%) que en mujeres (54.5%). De
acuerdo al Comité de Alimentos y Nutricion del 2005 (por sus siglas en inglés FNB),
el promedio de hidratacion para un adulto hombre de 19 a 50 afios es de 59% (43-
73%) y en mujeres del 50% (41-60%). La cantidad de agua en el cuerpo varia con
la edad, el sexo, la masa muscular y el tejido adiposo (Grandjean et al., 2004). Las
mujeres suelen tener un porcentaje de agua corporal menor que los hombres,
debido a que poseen una proporcion de grasa relativamente mas alta, equivalente
a un 10-40% del peso corporal y a mayor tejido adiposo, el porcentaje de hidratacion

es menor. (Laaksonen et al., 2003).

Se evaluaron 4 polimorfismos localizados en los genes que codifican para cada una
de las subunidades que conforman el canal epitelial de sodio. En cuanto a la
subunidad alfa, el SNP rs2228576 del gen SCNN1A, ubicado en el exdn 13, que se
traduce a nivel de proteina en un cambio de una treonina por alanina, en el extremo
carboxi-terminal (Azad et al., 2009; Bhalla and Hallows., 2008; Pratt., 2005). Se
menciona que al ocurrir este cambio, se pierde uno de los tres sitios posibles de
fosforilacion (Serina 342, Serina 428 y Treonina 428) para la proteina cinasa (Sgk1),
importante para la regulacion del trafico intracelular del sodio (Lee et al., 2008). En
relacion a la distribucién genotipica y alélica de dicho polimorfismo, se encontré que
el alelo G fue el de mayor frecuencia con el 61%. Estos datos, concuerdan con un
estudio realizado por Xu et al.,, 2009 en una etnia de Kazak china, en donde
reportaron una mayor frecuencia del alelo G con el 59.47%, donde no se relaciono

con hipertension. En el analisis de la correlaciébn entre los genotipos del
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polimorfismo rs2228576 del gen SCNN1A con los pardmetros clinicos y
bioguimicos, se observaron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) en
el porcentaje de hidratacion. Los portadores del genotipo A/A tuvieron un porcentaje
de hidratacion mayor en comparacion del genotipo G/G, el alelo A a nivel de
aminoacido se traduce en Alanina y el alelo G en el aminoacido Treonina, sitio
importante de fosforilacion. A nivel funcional la subunidad alfa del canal se le ha
atribuido la regulacién del volumen del liquido corporal, la formacién del poro y la
permeabilidad de los iones (Sun et al., 2011). Dichos procesos, los lleva a cabo
mediante la reabsorcion de sodio, lo que induce al aumento de la presién osmatica
del fluido intersticial (Marunaka., 2014). De acuerdo a la publicado por Bankir et al.,
2010, la actividad del canal est4 regulado por aldosterona, vasopresina y los
agonistas del receptor de vasopresina 2, o que incrementa la reabsorcion de sodio
y estimula la permeabilidad del agua por medio de la acuaporina 2. Teniendo en
cuenta, que los portadores del genotipo A/A, tengan una mayor actividad del canal
por el cambio de un sitio de fosforilacion, posiblemente también se vea alterado la

absorcion de sodio y agua, lo que resulta en un porcentaje de hidratacion mayor.

Para el SNP rs1799979 del gen SCNN1B ubicado en el exén 12, traducido a nivel
de proteina en un cambio de treonina (ACG) por metionina (ATG) en la posicion 594
en la region carboxi-terminal de la subunidad B. Algunos estudios mencionan que
los residuos de treonina y serina en los extremos carboxi-terminal de la subunidad
beta son sitios consenso de fosforilacion para la regulacion del canal. Por lo tanto,
cuando ocurre el cambio de treonina por metionina, la modulacion en la regulacion
de la actividad del canal por las proteinas PKC y PKA se ven afectados (Cui et al.,
1997; Shimkets et al., 1998). En el andlisis de las frecuencias genotipicas y alélicas,
se encontré que la frecuencia del genotipo C/C y del alelo C fue del 100% en la
poblacion control. Cabe resaltar, que dicho polimorfismo no se encontré en equilibrio
de Hardy-Weinberg, lo que nos indica que es monomorfico, es decir que el alelo C
se encuentra en la mayoria de la poblacion de estudio. Sin embargo, se encontrd
un paciente con el genotipo C/T y con una presion de 144/81 mm Hg, lo que nos
hace suponer que el alelo T si tiene algun efecto en la regulacién de la presion

arterial, tal como lo publicé Dong et al., 2001, en un estudio realizado en 459
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personas de 40-59 afios de edad, de origen africano, donde reportaron una
frecuencia del alelo C del 97.6% y el alelo T con un 2.4%, el alelo T se relacion6 con
el incremento de la presion arterial. También, coincide con lo publicado por Gupta
et al., 2014 en un estudio de 300 personas de 25-60 afios, con Ancestria Indo-Aria
del norte de la India, estratificadas de acuerdo a su presion arterial (<120/80 mm
Hg) los controles y (2140/290 mm Hg) los casos, también encontraron la frecuencia

del alelo C en forma absoluta.

Para la subunidad Y se estudiaron dos polimorfismos el rs5718 y el rs4073291
ubicados uno en la region -173 del promotor y en el intron 1 respectivamente del
gen SCNN1G. Algunos estudios mencionan que tanto la subunidad beta como
gamma, son esenciales en la translocacioén del complejo del canal en la membrana
plasmatica, sin embargo la subunidad gamma tiene un papel mas importante en el
montaje y el trafico del complejo en la superficie celular (Konstas and Korbmacher.,
2003). En la determinaciébn de las frecuencias genotipicas y alélicas del
polimorfismo rs5718, donde el genotipo A/A fue el mas frecuente (75%) y el alelo A
con el 86%, éstos resultados concuerdan con el estudio publicado por lwai et al.,
2001 en una cohorte de 14,200 personas hombres y mujeres Japoneses de 30-79
afos en donde los pacientes fueron estratificados por edad en un rango de 10 afios
y género; se reportd la asociacién con el genotipo A/A con una disminucién de 11
mmHg en la presién sistdlica y en el pulso, con alta prevalencia de hipotension.
Posteriormente, se realizo el ensayo de transfeccion utilizando células del epitelio
de rifibn canino Madin-Darby (MDCK) para ver la funcionalidad del promotor en
presencia o ausencia de los alelos Ay G. La actividad del promotor fue mayor con
el alelo G. Sin embargo, ellos observaron que la variacion del alelo A, disminuia la
actividad del promotor y tenia efectos significativos en la disminucién de la presién
arterial en la poblacion de estudio (lwai et al., 2001). Por otra parte Morris et al., en
2001, en poblacion caucasica reportaron la asociacion del alelo G con sobrepeso e

hipertension.

En el andlisis de los genotipos del SNP rs5718 del gen SCNN1G con los parametros

clinicos y bioquimicos, se observaron diferencias en el porcentaje de hidratacién,
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los individuos con el genotipo A/A tienen una hidratacidbn menor en comparacion con
los individuos portadores del genotipo G/G, en estudios previos donde se ha
analizado la funcionalidad del promotor, han demostrado que la presencia del alelo
G, incrementa la transcripcion del ARNm. Esto supondria un aumento en la cantidad
de proteina, y tal vez al haber un exceso de proteina el canal sea poco o
medianamente funcional y la absorcién de agua y sodio se vea alterada y como

consecuencia la hidratacién es mayor (lwai et al., 2001).

Para el SNP rs4073291 del gen SCNN1G, el genotipo més frecuente en la poblacion
fue el T/T (30%) y el alelo T (58%). Posteriormente, se hizo un analisis para
determinar el OR para el alelo G y fue de 1.7, 1Cos% (1.2 - 2.4), p=0.002; para el
genotipo G/G el OR fue de 3.41, 1Cos% (1.5 - 7.7), p=0.001, ambos se relacionaron
con el aumento de la presion arterial. Dichos datos coinciden con lo publicado por
Jin et al., en 2010, en un estudio realizado en una cohorte de 8,842 individuos de
origen Coreano, estratificados en casos con presion 2140/90 mm Hg y controles
presidon <120/80 mm Hg. Observaron que los portadores del alelo G tenian
aumentado la PAS y PAD y un mayor riesgo de hipertensién. Sin embargo, esto
difiere con Zhao et al., en 2011 en un estudio de intervencion en 1,906 chinos de la
poblacién Han, con un rango de edad de 18-60 afios. Los participantes estuvieron
3 dias en observacion y posterior a esto, recibieron siete dias una dieta baja en
sodio (1,179.9 mg/dia), seguido de siete dias con una dieta alta de sodio (7,079.4
mg/dia). Concluyendo que las personas portadoras del alelo G, disminuyeron su
presion arterial sistolica durante la intervencion baja en sodio (Zhao et al., 2011). Al
analizar los parametros clinicos, bioquimicos y nutricionales con los genotipos del
polimorfismo rs4073291 del gen SCNN1G, se observaron diferencias
estadisticamente significativas en la presion arterial sistélica. Sin embargo, este
polimorfismo se encuentra en un sitio intronico, dicha regién no forma parte de la
transcripcion primaria del ARN y por lo tanto, no tiene efecto a nivel proteico. En los
mamiferos, la mayoria de genes presentan regiones en el ADN denominadas
“regiones amplificadoras”, las cuales tienen el control de la transcripcidén y se ubican
cerca o dentro de los intrpoes (Lodish et al., 2005). Lo que nos lleva a suponer que

al no encontrar un efecto biolégico en la proteina, podria ser considerado como un
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marcador molecular, el cual puede estar ligado a una region que si tiene impacto en

la regulacion de la presion arterial.

De acuerdo a lo datos obtenidos que se analizaron por el software nutrimind, se
catalogd el consumo de sodio mayor a 2 gramos como alto y se relacion6 con los
genotipos del canal epitelial de sodio (ENaC) y la presion arterial elevada. Cabe
mencionar que en el modelo de interaccion se elimind las variables de IMC, edad y
género, factores que se han visto que influyen en la presion arterial. Se observo que
el genotipo G/G del SNP rs4073291, fue el tnico que refirié riesgo (OR=5.06, IC95%
(1.76-14.57), p=0.003). Lo que indica, que los individuos con dicho genotipo, que
consumen altas cantidades de sodio independientemente de los factores antes
mencionados, tienen un riesgo mayor a desarrollar hipertension (Kearney et al.,
2005). En modelos murinos se ha observado que la carga de sal prolongada
provoca efectos en el endotelio vascular, promoviendo dafio como: fibrosis

perivascular de las arterias coronarias e isquemia etc. (Kotchen et al., 2013),

Los haplotipos inferidos para los polimorfismos rs5718 y rs4073291 del gen
SCNNI1G fueron; el AG con un 43% y el AT con un 44%. Para el haplotipo AG el
OR fue de 1.47 y para el haplotipo AT el OR fue de 0.65, ambos haplotipos poseen
el alelo A que en otras poblaciones se les ha atribuido la disminucién de la presién
arterial, pero en nuestra poblacién de estudio no se asocié. Mientras que el haplotipo
AG nos refirié riesgo, cabe mencionar que al alelo G se le ha atribuido el aumento
de la presion arterial en diversas poblaciones de estudio (Ilwai et al., 2001; Jin et al.,
2010; Morris et al., 2001; Zhao et al., 2011). Lo que nos hace confirmar que los

resultados obtenidos anteriormente del SNP y la presién arterial se relacionan.

El DL de los SNPs rs5718 y rs4073291 del gen SCNN1G fue altamente ligado, es

decir los alelos segregan juntos en la meiosis.

La hipertension es una enfermedad genética compleja, poligénica y multifactorial.
Con el presente estudio se demostré que las variaciones en el ENaC y el consumo
elevado de sodio son factores atribuibles al aumento de la presién arterial. Sin
embargo, se debe de considerar que la poblacion de estudio fueron adultos jévenes

que no padecen hipertension. La recomendacion para esta poblacion seria,
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monitorear constantemente su presion arterial, asi como sus habitos alimenticios,
evitando el consumo excesivo de sodio y teniendo una vida menos sedentaria y mas
activa. Con esto, tal vez se reduciria la progresion a la hipertension y las

complicaciones que implican se asocian con esta enfermedad.

——
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Conclusiones

El consumo de sodio en hombres entre 19-22 afios en la poblacion del estado

de Guerrero es de 3.3 g.

El SNP rs1799979 del gen SCNN1B es monomorfico en la poblacion del

estado de Guerrero.

El consumo elevado de sodio y el genotipo G/G del SNP rs4073291 del gen
SCNNI1G, se asoci6 con presion arterial sistélica alta y presentan un riesgo

de 3.08, para desarrollar hipertension arterial.

El haplotipo AG de los SNPs rs5718 y rs4073291 en el gen SCNN1G se

asocio con la presion arterial alta.

Los SNPs rs5718 y rs4073291 ubicados en el gen SCNN1G de la subunidad

gamma del ENaC estan fuertemente ligados.
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Encuesta de frecuencia de consumo de alimentos

ANEXO 1

FRECUENCIA DE CONSUMO
LEA TODOS LOS ALIMENTOS
Dario o) ¢ Cudnto comid
Diz= a la semana Veces al dia {toumd) cady vezx de: ?
b p Cudntes veoes al dia comid ? Total de
ALIMENTO PORCION COLLMMNA | Mumca 1 24 68 | 1 2-3 4-8 & porciones por
oE
APOYO" oy (02) (03) (0) | (D5) (06) (OF) (0E) vez de consumo
PRODUCTOS LACTEDS
AlB
1 Lache 1 vazo {240 mi) R o 02 03 D4 | 0& o5 OF 08 1
2  COueso 1 nebanada {30 gj N i) 02 03 o4 |08 & OF o& 1
3 Yogurth 1 vasiio {183 mi) 1 i 02 03 g |08 & OF 0@& N W I
FRUTAS
4 Platano 1 pieza mediana (118g) R i 02 03 g |08 o0& OF oA L1
& Sandia 1 rebanada peguena & _ taza {100g) N i) 02 03 g |08 o0& OF oA 1
&  Mandarina 1 pieza mediana | 100g) N o1 02 03 o4 |08 o0& OF o0& i L___i__1
¥ Manzana 162 piezra mediana {Tog) N i) 02 03 o4 |08 & OF o& 1
B Melon 1 rebanada 43 taza (115g) 1 m 02 03 o |08 08 OF oA 1
5 Maranja 1 pieza mediana {1 80g) N i) 02 03 o4 |08 & OF o& 1
10 Papaya 1 nebanada (100) & _ taza N o 02 03 & |08 O OF 08 I I [ |
11 Limdn 1 pra. mediana (32 g) I o1 02 03 o4 | D8 06 OF o8 1
12 | b 1 o 02 03 o4 |08 05 OF o0& 1
13 | ] I i 2 03 o4 |08 & OF oA 0 i___i__1
VERDURAS
14 Jiomate ;E pleca {g)en anpalacis, daln & 1 o1 02 03 o4 (o8 o6 o om | i
18  Lechuga _taza o 1 hoja (30 g) 1 i 02 03 g |08 o0& oOF o0& 1
16  Mopales 1 pza. grande (100g) 6 _ taoa 1 o 02 03 o4 |05 o5 OF o048 1
17 Peping 173 pieza grande {100g) & _ tama —_ on b2 03 |0 05 O 04 I T N —
1 pieza chica (20g] en salsa o
BT - o 1 i 02 03 o4 |08 o0& OF o0& 1
18 Cebola 1 rodaja {Bg) N i} 02 03 g |08 o0& oOF o0& 1
20 Chayoie 144 pieza peq. (Sig) & 173 taza N 1 02 03 o4 |08 & OF oa& 1
21 Chile 18 e omeed. 1.5 ) & o1 02 o3 o4 |08 o6 oF oA | __i_ L__i_1
1 1/2 oda sop. de salsa picante — i
22 Zanahoria 1 pieza chica (Sig) I 1 02 03 o4 |08 & OF oa& L1
23 Calabadtas 1 pieza chica [Sig) I 1 02 03 o4 |08 o0& OF o& 1
a4 i ] I 1 02 03 o4 |08 & OF oa& L1
a8 i ] [ i 02 03 o4 |08 & OF oA 0 Li___i__|
CARMES, HUEVD ¥ EMBUTIDOS
25 Carne de puerco 1/2 bistex (45) —_ a1 02 03 o4 |08 08 OF o0& i1
2F Camne de res 12 bistec (45) N i 02 03 g4 |08 o0& OF oA 1
1 salchicha o 1 reb. de jamdn

28 EmbuScos (30g) I a1 02 03 o4 |08 o0& OF 0@ 1
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ANEXO2
Consentimiento informado

Proyecto: “Interaccion del consumo de sal con polimorfismos en el canal
epitelial de sodio y su relacibn con presion arterial alta en poblacion
Guerrerense”.

Al firmar este documento doy mi consentimiento para que un miembro del personal
del Laboratorio de Investigacion en Obesidad y Diabetes de la Facultad de Ciencias
Quimicas Biologias de la Universidad Autébnoma de Guerrero ubicada en Av. L4zaro
Cérdenas S/N, Chilpancingo, Gro., me realice una toma de muestra sanguinea
suficiente para los estudios de laboratorio que se practicaran.

El objetivo del estudio es evaluar la interaccidon del consumo de sal con
polimorfismos en el canal epitelial de sodio y su relacion con presion arterial alta en
poblacion Guerrerense.

Declaro que se me informo de los posibles riesgos, molestias y beneficios derivados
de mi participacion en el estudio. El investigador se ha comprometido a responder
a cualquier pregunta aclarar cualquier duda que pueda surgir a carca de los
procedimientos que se llevaran a cabo o cualquier otro asunto relacionado con la
investigaciébn. Como también me da la seguridad de que no me identificara en las
presentaciones o publicaciones que se deriven de este estudio y que los datos
relacionados con mi privacidad seran manejados en forma confidencial, también se
ha comprometido a proporcionarme la informacion actualizada durante el estudio.
Como compensacion de mi participacion en este estudio me seran proporcionados
los resultados de los analisis practicados sin costo alguno. Para cualquier duda
podré comunicarme al laboratorio de investigacion en Obesidad y Diabetes de la
Facultad de Ciencias Quimico Bioldgicas de la UAG.

NOMBRE Y FIRMA DEL PACIENTE:
NOMBRE Y FIRMA DEL ENTREVISTADOR:

33

——
| —



ANEXO 3
Extraccion de ADN genomico a partir de leucocitos

Técnica de Miller modificada

1. Tomar 3 mL de sangre periférica con anticoagulante EDTA (Acido-etilendiamino-
tetra-acético) en un tubo falcon estéril, adicionando posteriormente la misma
cantidad de TTS (triton, tris base y sacarosa).

2. Centrifugar a 3500 rpm durante 15 min.

3. Decantar el sobrenadante en un vaso con hipoclorito de sodio, hasta que
solamente quede el botén de celular en el tubo.

4. Agregar al tubo 1 mL de TTS vy liberar el botdn a la superficie dando unos
golpecitos en la base del tubo.

5. Transferir el boton a un tubo Eppendorf de 1.5 mL estéril.

6. Agitar el tubo hasta que se disuelva el boton y homogenizar en el vortex de 2 a 3
minutos hasta disolucion completa.

7. Centrifugar a 12000 rpm durante 5 min.

8. Decantar y adicionar nuevamente 1 mL de TTS.

-Repetir los paso 6,7 y 8 hasta que el botén quede blanco.

9. Agregar al tubo Eppendorf 570 uL de NaCl al 5 mM.

10. Homogenizar en el vortex durante 2 min.

11. Adicionar 30 pL de SDS (Dodecil sulfato de sodio) al 10%.

12. Homogenizar en el vortex durante 15 min.

13. Agregar 200 pL de NaCl saturado.

14. Homogenizar en el vortex durante 15 min.

15. Centrifugar a 11500 rpm a una temperatura de 4°C durante 30 min.

16. Decantar el sobrenadante en 500uL de etanol absoluto frio, cuidando que no se
vaya el boton.

17. Dejar precipitar toda la noche a -20°C.

18. Recuperar el ADN con la punta de la pipeta y transferirlo a un tubo Eppendorf
con 500 pL de etanol al 70%.
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19. Posteriormente centrifugar a 12000 rpm a 4°C durante 10 min.
20. Sobre gasas estériles colocar el tubo boca abajo hasta que se evapore el etanol.

21. Una vez seco el tubo, se adicionan 300 yL de agua inyectable estéril y se
homogeniza el boton.

22. Almacenar las muestras de ADN a -20°C.
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